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4) VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON THERMITASE 



7)Die Erflndung bezieht slch auf die Herstellung einor thermophilen Protease aus Thermoactlnomyces 
jlgarjs.ThermFtase v/ird e ingesetet zur Klebererweichung be! der Naehrmittel-, Waffel- ond Backwarenherstsllung, der 
swinnung von Protein-Pa rtialhydrolysaten und anderen ProzesseaDas Verfahren beateht darin, daB man zur 
arkuftivierung eine eingeset2te mit Sauerstoff gesaettigte Naehrloesung mit Sporen beimpft und die Auskelmung irn 
irmetisch verschlossenen Gefaefi bei Absinken des Sauerstoffparlialdruckes auf 20 bis 40% des 
auerstoffpartialdruckes bei Saetti'gung vornimmt den gewuenschten Sauerstoffpertlaldruck aufrecht erhaeK, die Vorkultur 
inach in einon Fermantor mit dem Produktionsmedium ueberfuehrt und die Fermentation durchfuehrtwobei man dabei 
eitere Mengen von Naehrstoffen zuf uehrt 
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Yerfabren zur Her ste Hung von Thermitase 
Anwendungsgebiet der Erf indung 

Die Erf indung betrifft ein Verf ahren zur Herstellung einer 
thertnopbilen Protease aus Tbermoactinomyces vulgaris mit 
speziellen Eigenscbaf ten zi2r partiellen Hydrolyse von 
tieriscben und pfJLanzlichen Proteinen. Das entstehende 
Enzym Tbermitase ist geeignet, als Robpraparat oder in 
teilgereinigter Forrabei verscbiedenen Prozessen in der 
Lebensmittelindustrie sowie bocbgereinigt als Biofeincbe- 
mikalie eingbsetzt zu werden. Applikationsgebiete sind die 
Klebererweichung bei der Nabrmittel- , Waff el- und Back- 
warenber ste 1 lung, die Gewinnung von Protein-Partialbydro- 
lysaten fur bestimmte Zielgruppen, zum Beispiel fur diate- 
tische Zwecke bzw. fiir die Ernabrung von Krankeh und Rekon 
valeszeriten* Das Yerfabren zur Herstellung von Thermitase 
ist fur 'die groBtecbniscbe Produktion des Enzyms in Riibr- 
fermentoren geeignet* 
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Charakteristik der belcannte'n technischen Losungen 

Es ist bekannt, daJB zablreicbe Mikroorganismen, z. B. 
solche der Gattung Aspergillus, Bacillus und Streptomyces,* 
unter den jeweils erf order lichen Kulturbedingungeii Prote- 
ase n produzieren, die sicb binsicbtlich ibrer Eigenscbaf- 
ten voneinander unterscbeiden. Fur verschiedene Anwendungs- 
zwecke ist es vorteilbaft, wenn die Aktivitat des Enzyms ' 
auch oder aber vorrangig bei Oboberer JPemperatur wirksam 
ist* Es ist weiter bekannt, daB durch die Kultivierung 
von Thermo ac tino my ces vulgaris auf geeigneten Nahrsubstra- 
ten eine thermopbile Protease erzeugt werden kann,deren 
Temperaturoptimum bei 60 - 70 °0 liegt und die eine weit- 
gebend unspezifiscbe und damit tief greif ende Spaltung 
tierischer und pf lanzlicher Eroteine bewirkt* 

Der bekannte Stamm zur Her ste Hung von Thermitase von der 
Art Thermoactinomyces vulgaris sowie eine Mutante dessel- 
ben sind in der Zentralen Stammsammlung der DDR im Zentral- 
institut fur Mikrobiologie und' experimentelle Therapie* in 
Jena unter BfEET 9512 und BJEO? 9515 hinterlegt* Die Charak- 
teristik des Stammes und seine Kultivierung zum Zweck der 
submersen Gewinnung von Tbermitase sind im WP 112 662 be- 
scbriebeno In einem Zusatzpatent IBP 11? 083 ist das Ver- 
fahren in der Weise verbessert worden, daB Zusatze von 
Rapsol, Trockenhefe und Essigsaure zu Nahrmedium zu einer 
Erhobung der Enzymausbeute fuhren* 

Die Reproduzierbarkeit der bekannten Verf abten ist jedoch ' 
unbefriedigend, da die Auskeimung der als Inoculum, ver- 
wendeten Mikroorganismensporen in der verwendeten 7orkul~ 
tur (Sehuttelkultur) stark von den bydrodynamischen Bedin- 
gungen abhangt und beziiglicb der Keimungsrate differiert* 
Dadurch treten im Produktionsmedium haufig Wachsturasverzo- 
gerungen auf, die von ungeniigender Produktbildung und 
einer VergroBerung; der Inf ektionsgef ahr begleitet sind* 

Es ist- bekannt, daB das unter scbiedJicbe Verhalten bei der, 



Sporenkeimung durch die Abhangigkeit des Vorganges vom 
' GO^Qehalt im Kulturmedium hervorgeruf en wird». .Wie Kretscb- 
mer und Jacob (" Carbon dioxide requirement for outgrowth 
of Thermo actinomyces vulgaris spores 1 ' in Modarski,* M« * W. 
Kurylowicz and J. jeljaszewicz (Hrsg*) "Nocardia and Strep- 
tomyces", Gustav Fischer Verlag, Stuttgart - New Tork, 
1978) fanden, er-fblgt das Auswachsender Keimschlauche nur 
in Anwesenheit von C0 2 * das sich gedoch we gen der erfor- 
. der lichen. Be luftung der Kulturen nur sporadisch.in erfor- 
derlicher Konzentration anreichern kann. Auch unter Ver- 
wendung der im WP 117 083 genannteh Zusatze zum Kulturmedium 
ist die Enzymausbeute mit 6 TE/ml Kulturmedium aus okono- 
mischen Sicht hinsichtlich Her ste Hung und Applikatibn 
.nocb zu niedrig* Die Aktivitatsarigabe . erfolgt in lyrosin- 
Einheiten (IE), wobei gemaB TGL 29 166/02 1 "5EE derjenigen 
Enzymmenge entspricht, die aus einer 0,625 %igen Casein- ■ 
'losung bei pH 8,0 und 55 °C so viel in 4 %iger Trichlor- 
essigsaurelosung losliche Caseinbruchstiicke jje 1 min frei- 
setzt, welche der Absorption (274nm) von 1 yaMol Tyro sin 
entsprechen. 

Ziel der Erfindung 

Ziel der Erfindung ist es, die., genannten Nachteile der be- 
kannten Yerf ahren durch eine reproduzierbare Keimung sowie 
durch rasches und. kraftiges Wachstum des Organismus zu 
vermeiden, um damit zugleich eine Steigerung der Protease- 
ausbeu'te herbeizufuhren, und einen groBtechnisch sicher ; 
beherrschbaren Ferment ationsprozeB zu gewahrleisten, so 
£aB ' unter „ Industrie lien Bedingungen die Okonotnie' des Ver- 
fahrens verbessert wird« 

Darlegung des Wesens der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Auf gabe zugrunde , ein Verf ahren 
zur Herstellung von Thermitase zu entwickeln, das ein re- 
produzierbares V/achstum des Mikroorganismus mit vergroBer- 
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ten-Biomasseausbeuten sowie hoher Enzymsynthese lei stung 
gewahrleistet* 

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren zur Her ste Hung von 
Thermitase durch Anzucht, Vorkultivierung und Kultivierung 
von Mikroorganismen des Stammes Thermoactinomyces vulgaris 
und/oder seiner Mutante - hinterlegt in der zentralen, 
Stammsammlung der DDR im Zentralinstitut fur Mikrobiologie 
und experiments He Iberapie in Jena unter.IMET 9512 und 
'fur die Mutante IMET 9515 - wird in der Weise vorgegangen, 
daB man zur Vorkultivierung eine eingesetzte mit Sauer- 
stoff gesattigte Nahrlosung mit Spore n be impft und die 
Auskeimung im hermetisch verschlossehen GefaB bei Absinken 
des Sauerstoffpartialdruckes auf 20 bis 40 % des Sauer- 
stoffpartialdruckes bei Sattigung, vbrzugsweise auf 30 %, 
vornimmt, den gewunschten Sauerstoffpartialdruck bis zur 
vollstandigen Auskeimung der Sporen durch Einleiten von 
Luft aufrecht erbalt, die Vorkultur danach in einen Fer- 
mentor mit dem Produktionsmedium uberfiihrt und die Fermen- 
tation durchfiihrt, v/obei man wabrend der Fermentation 
weitere Mengen von Nahr stoff en zufubrt* 

Als Produktionsmedium werden vorzugsweise Maisstarke , 
Maisquellwasser , Tr'ockenhef e , Magermilchpulver , Natrium- 
chlorid und Kalziumchlorid eingesetzt. Vorteilhaft ist es, 
wenn man Star kehydroly sat und/oder Maisquellwasserhydro- 
lysat verwendet. Pur die Vorkultivierung , d. b. die voll- 
standige Auskeimung, ist es sebr effektiv, den nacb dem 
Absinken erreicbten Sauerstoffpartialdruck- im Vorkulturge- 
faB 2 bis 4 h, vorzugsweise 2 h, beizubebalten* Piir die 
eigentlicbe Production hat es sicb als sebr zweckmaBig 
erwiesen, daB man wabrend der Fermentation Maisstarke 
Oder Star kehydroly sate und/o'der Maisquellwasser oder Mais- 
quellwasserhydrolysate in einer solcben Menge zufiibrt, 
die dem Doppelten bis 1,5fachen' der Menge ;des- Ausgangs- 
nahrmediums entspricht. ' Die- Nabr stoff e konnen dabei konti- 
nuierlicb oder in Btappen zugefuhrt werden, v/obei man 
2 bis 6 b, vorzugsweise 2 h, iiach tjberfuhrung der Vorkul- 
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tur in den Fermentor beginnt. Der Erfindung liegt die Er- 
kenntnis zugrunde, daB die.Keimung der.als Inoculum ver- 
wendeten Sporen reproduzierbar und zu 100 .% in einera her- 
metiscb abgescblossenen KulturgefaB unter Aus'scbaltung 
von Begasungseinf liissen erfolgt, 

Im einzelnen geht man zweckmaBigerweise so vor, daB je nacli 
benotigter Inoculummenge ein RiibrgefaB, vorzugsweise ein 
Glaskolben mit. Magnetriibrer oder ein Ruhrf ermentor , mit 
Nabrlosung befullt und sterilisiert wird^ Das GefaB ist 
mit einer Sonde zur Messung des Sauerstof f par tialdruckes 
sowie mit einer Regulierung fur die. Zugabe von.luft ausge- 
stattet. Vor der Beimpfung mit Sporen, vorzugsweise mit 
lO' 7 - 10 8 Sporen/ml Nahrlosung, wird die Nabriosung durcb ■ 
Einleiten von Luft mit Sauerstoff .gesattigt* Nach der Be- 
impfung wird das GefaB bermetisch verscblossen. Die einge- 
impften Sporen beginnen sofort- zu atmen und produzieren 
dabei C0 2 > das sich infolge.-.des feblenden Gasaustauscbes 
mit der Umgebung in der Uabrlosung anreicbert* Innerbalb 
von 30 - 60 min wachsen dabei die £eimscblaucbe aus und 
es scblieBt sicb unmittelbar die logarithmis.cbe Entwick- 
lungspbase an# Urn 02-Ijimitation zu vermeidea und die An- 
passung der Vorkultur an die nacbfolgende beliiftete Per- 
mentationsstufe zu -gewahrleisten, ist es erforderlicb, 
den Sauerstoffpartialdruck nacb Erreicben von 20 bis 40 % 
des Sauerstof fpartialdruckes bei Sattigung (Anf angsv/ert) , 
vorzugsweise von 30 bis zu einer Zeit von 2 b bis 4 b 
auf diesem Niveau zu balten* Nacb etwa 2 b bis 4 b sind 
die .Sporen 100 %ig ausgekeimt und weisen bereits lange, 
teilweise verzweigte Keimscblaucbe auf, so daB die Vor- 
kultur in' das produktionsmedium uberfiibrt werden kann. 

Es bat sicb gezeigt, daB diese Metbode-der Vorkulturfiibrung 
: wesentlich fur eine bobe Reproduzierbarkeit ist und daB 
im Jermentor ein Wachstums- und Enzymbi idungspro zeB ein- 
beitlicb und aufierst effektiv ablauft. 

Die Mfessung des Sauerstoffpartialdruckes wabrend der Kei- 
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.mung gestattet Aussagen uber den Verlauf dieses Vorganges 
• und dient somit einer sicneren Kontrolle (Pig. 1 zeigt 
die Keimbildungsrate in Abhangigkeit vom .Sauerstoffpar- 
tiaidruck). Die Nabriosung fiir die Burcbfiibrung der'Kei- 
mung entbalt Maisstarke oder Starkebydrolysate , Mai'squel-1- 
wasser oder daraus hergestelite Hydrolysate', NaCl sowie 
Ca01 2 » Vorteilbaft .ist eine Zusammensetzung aus Starkehy- 
drolysat, Maisquellwasserbydrolysat , NaCl und CaCl 2 > da 
es keine unloslicben Bestandteile enthalt und somit eine 
exakte. mikroskopiscbe Eontrolle des Keimungsablaufes ge-" 
stattet^. ■ 

Die Enfcymausbeute bei der Her ste Hung von Thermit ase v/ird 
entscheidend durch den WachstumsprozeB, d» h« durch die 
Menge an gebildeter Biomasse sowie durch die stof fwechsel- 
physiologischen Verhaltnisse im Stadium, der Enzymsynthese 
bestimmt. So wird bei dem Verfahren gemafi WP 117 083 eine 
Enzymaktivitat von 6 TB je ml Kulturmedium infolge Limita- 
tion der. C~ und N-Quellen nicht uberschritten, da nach 
3 bis 6 h Permentationsdauer die fiir Wachstum und Enzym- 
bildung erforderlicbe .Konzentration dieser Substanzen 
nicht mehr gegeben ist. Insbesondere gerat die Protein- 
* quelle in Limitation bzw« einzelne Komponenten derselben 
(Aminosauren)# Durehgefiihrte Untersuchungen haben gezeigt, 
daB mit. einer ErhShung der Nahrstof f konzentration zu Be- . 
ginn der Per mentation keine Verbesserung erzielbar ist, 
weil in diesera Pall das Wachstum 3 his. 4 h lang gehemmt . 
ist und damit die Infektionsgef ahr wieder ansteigt,. 

ErfindungsgemaB ist die Aufhebung dieser Ifahrstoff limi- 
tation bei gleichzeitiger Vermei'dung von Repressionen 
des Wachstums aber moglich, wenn die erf order lichen flahr- 
stoffe wahrend der permentation zugefuhrt werden, Dabei 
ist es notwendig,- im angefiihrten Umfang die C-Quelle zu 
erganzen und im angepaBten Verhaltnis dazu /auch die Pro- 
teinkoraponente* Der C-Spiegel dient der Aufrechterhaltung 
£es Energiehaushaltes und dem Zellaufbau, wahrend eine 
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und langer aufrechterbalt. s - 

Es wurde weiter gefunden, daB die Zugabe der Nahrstoffe in 
kontinui'erlicber Weise in der logaritbmiscben Wacbstums- 
phase, vorzugsweise ab 2. Ferment at.ionsstunde , erfolgen kann. 
■ jedocb bewirkt eine impulsformige Zudosierung im Abstand 
von 2 b, vorzugsweise beginnend mit der 2.. Fermentations- 
., stunde, einen gleicb guten Effekt. 

Als fur die Grundzusamraensetzung von Kanrlosung .und Pro- 
duktionsmedium gunstig haben sich Maisstarke oder Starke- 
hydrolysVte, Maisquellwasser oder daraus bergestellte Hydro- 
lysate', Hefeextrakt oder Tr'ockenbef e , NaCl und CaCl 2 er- . 

~\ wiesen. Eine Zugabe von Pbospbaten zur Erhohung der Puffer- 

wirkung wahrehd der' Sterilisation ist vorteilbaf t. Rapsol . 
sowie Essigsaure sind im allgemeinen nicbt erf order licb . 
Als Entschauoer konnen handelsublicbe Silikonble Oder 
pflanzenBle (z. B. aucb Rapsol) verwendet'werden (0,1 
Als Zusatznabrstoffe fur das Produktionsmedium werden 
hauptsacblicb Maisstarke, Starkehydrolysate und Maisque 11*- 
wssser eingesetzt. Die Menge der zusatzlicb verabreicbten 
Nabrstoffe ouB - wie bereits ausgefiihrt - bis zum Ende- der 
Fermentation das Doppelte bis 1,5fache der Ausgangskonze ti- 
tration erreicben. Es zeigt-sicb, daB nacb diesem Vorgeben 
die Biomassekonzentration gegenuber dem Verf ahren des "WP 
117 08"3 erheblicb ansteigt. Die Enzymsyntbese wird deutlicb 

"} erbobt.und erreicbt z. B. bei einer Fermentationsdauer 

von 16 bis 24 b Werte von 10 bis 12 TE/ml HabrlSsung ge- . 
geniiber 6 TE/ml entsprecbend dem Stand der Tecbnik. 

•^Eine- Limitation der Nabrstpffe auBert sicb u.'a. in der 
Atmungsaktivitaf der Kultur. Unter konstanten Beliiftungs- 
verbaltnissen steigt nach Erreicben limitierender Substrat- 
konzentration der Sauerstoffpartialdruck .im Fermentor an, 
'* d. b. die Atmung verlangsamt sicb. Zugaben von' Gemiscnen 

aus Koblenbydraten und Proteinen bewirken dann eine sofor- 
tige erneute Zunabme des. 0 2 -7erbrauches infolge weiteren 
Wacbstums bzw. der verstarkten Enzymsynthese. Das kraftige 



Wachstum begiinstigt auBerdem die Stabilitat des Verf abrens 
gegenuber Sufieren schadlichen Einfliissen, z. B* Inf ekticmeru 

Das erf indungsgemaBe Verfabren wird durcb die ' folgenden 
Beispiele naber erlautert,- 

Ausfiibrungsbe ispie le 

Beispiel 1 • 

Bin 1 1-P.undkolben,- der mit Stutzen fur die Aufnahme eines 
0 2 -Senso£s, fur die Zufubrung von stexiler Luft, fiir die . 
Abfuhrung der Luft und fiir die Beimpfung verseheri ist, 
wird mit : 800 ml Nahrlosung folgender Zusammensetzung be- 
fiillt und sterilisiert: 

Starkehydrolysenprodukt (SHP) 1,00 Masse-% • 

Maisquellwasserhydrolysat (ca. 7 % 

Gesamtproteingehalt) 5,00 Masse-% 

jlaCl ' 0,10 Masse-% 

CaCl 2 . ■' . 0»O5 Masse-% 

Der Inhalt des Kolbens wird mit einem Magnetrubrer durch- 
mischt, auf 50 °C temperiert und durch Einleiten von Luft 
mit' Sauerstoff ge'sattigt. Aus einer bomogenisierten Sporen- 
suspension der Mutante IMET 9515, die durcb 20stundige Be- 
briitung von Schragkulturen auf einem Maisqueliwasser-Starke- 
Medium bei 56 °C und nacb Abschwemmung mit einer 0,01 %igen 
!Tween-80-L6sung erhalten wurde, werden 10' Sporen/ml Nahr- 
16sung, d. b. 8 '. 10^. Sporen, in den Kolben eingeimpft. 
AnscblieBend wird der Kolben luftdicbt verscblossen. Unmit- 
telbar nacb Beimpfung beginnt die Atmung der Sporen, was 
an der Abnabme' der Og-ESnzentration feststellbar ist (Fig. 
1). Nacb etwa 85 min ist die 0 2 -Konzentration (Kurve 1) im 
Kolben auf 30 % abge sunken und es wird iiber eine Regelein- 
ricbtung Luft zugefuhrt, so daB dieser Wert bis zu einer 
Zeit von 120 min auffecbterbalten werden kannv Das Aus- 
wacbsen von.Keimscblauchen aus den Sporen beginnt etwa • 
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40 min nacb Beimpfung; nacb ca. 100 iniri sind 100. % der 
Sporen gekeimt (Kurve 2)* Mittels Kontrolle • der optischen 
Dichte kann das beginnende Wacbstura nachgewie sen werden 
XEurve 3)» Nach 120 coin' wird die. Kultur in einen Fer mentor 
iiberimpft und bier setzt sicb das -.Wacbstum .nabezu verzo- 
gerungsfrei fort* 

Beispiel 2 

Bin 30 l-Fermentor wird mit 20 1 Produktionsmediura der Zu- 
sammensetzung 

Starkebydrolysenprodukt (SEP) 1,0 Masse-%* 
Maisquellwasserbydrolysat (ca* 

7 % Gesamtproteingebalt) 5,0 Masse-% 

.KaCl 0,1 Bffasse-% 

OaCl 2 .0,05 Masse-JS 

befiillt vind sterilisiert* Die Beimpfung erfolgt' mit einer 
Vorkultur gemaB* Beispiel 1. Die Fexmentationsteoperatur 
betragt 50 °C, der Riibrer bat eine Drebzabl von 300 Um- 
drebungen mirf'*, es werden 300 i Luft/b zugefiibrt. Als 
Entscbauraer werden vor Beimpfung 10 ml Silikonol Oder 
R'apsol zugesetzt. 2 b nacb Ferment ationsbeginn .erfolgt 
die kontinuierlicbe Zufubrung von Nabrstoffen> bestebend 
aus • 

Starkebydrolysenprodukt (SBP) 1,0 Masse-% 

Maisquellwasserbydrolysat (ca* 

7 % Gesamtproteingebalt) 5,0 Masse-%, 

und zwar in einer Menge von 2,5 ml/min* Die Dosierung" 
wird bis zum Ende der Fermentation nacb 26 b fortgesetzt. 
Fig* 2 zeigt das Ergebnis im Vergleicb zu einer Fermenta- 
tion ohne Nabrstoff zufiibrung (Grundmedium obiger Zusammen- 
setzung);' Die masimale Biomassekonzehtration steigt gegen- 
iiber dem Kontr Oliver such- (Kurve 1) von 1,7 rag/ml auf ca* 
3»5 mg/ml an (Kurve 2). Die Enzymsyntbese verlauft mit 
deutlicb erbohter Bildungsrate und erreicht gegeniiber der 
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Xontrolle mit- 4 TE/ml Nabrlosung (Kurve 3) einen Wert von 
etwa 10 IE/ml (Kurve 4).' • 

Beispiel 3 

Ein 30 -<1-Fer mentor wird gemaB Beispiel 2 mit 20 1 Produk- 
tionsmediura vorbereitet und mit einer Vorkultur gemaB Bei- 
spiel 1 beimpft. Die Fermentationsparameter entsprecben • 
denjenigen. von Beispiel 2. Nacb 2, 4, 6, 10; und 15 b wer- 
den jeweils 200 ml Maisauellwasserbydrlysat zugefiibrt. .; 
Fig. 3 laeigt das.Ergebnis. Wahrend die Enzymbildung in - 
der KonWolle bei 4 0)E/ml Medium liegt, steigt sie be i der 
Zufuhrung von proteinkomponenten auf ca. 10,5 TE/ml .(Xur- 
ve 2). Die. registrierten Werte des .Sauerstoffpartialdrucke 
im Fermentor (Kurve 3) lassen nacb der 3«» 4. und 6. Nahr- 
stoffgabe deutlicb die Bescbleunigung der Atmung erkennen. 

Beipeil 4 

Ein 30 1-Femientor wird mit 20 1 Produktionsmedium der Zu- 
sammensetzung 

Maisstarke. 1»0 Masse-% 

Maisquellwasser C 50 %ig' ) 1»0 Masse-% 

Trockenbefe ' 0,03 Masse-% 

Magermilcbpulver 0,05 Masse-% 

NaCl .. 0,5 Masse-% 

CaCl 2 • • : 0,05 Masse-% 

gemaB Beispiel 2 .vorbereitet und mit einer Vorkultur ge- 
maB Beispiel 1 beimpft. Die' Riibrerdrehzanl betragt 400 
Umdrehungen mia"*' 1 , es wird Luft mit 300 1/b zugefiibrt, . 
die Fermentationstemperatur betragt 50 °C. '2b nach Beginn 
der Fermentation erfblgt die kontinuierlicbe Zufiinrung 
von zusatzlicben Nahrstoffen, bestebend aus 

Starkehydrolysenprodukt (SEP) 1,0 Masse-% 
Maisquellwasserbydrolysat (ca. ' 
'7 % Gesamtproteingeba.lt) 5»0 Masse-% 
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±n einer Menge von 2,5 ml/oin. Die Dosierung wird .bis 
Permeatstionssnde ( 24 h nach Versuchsbeginn ) fortge- 
setzt. Die Abhangigkeit der Enzymbildung (Aktivitat/) von 
"der Zeit ist 'in Pig. 4- dargestellt. Sie erreicht nach . 24' h 
1Q,8 TE/ml Produktionsmedium. 




Erf indungsanspriiche ' 

1o Verfahren zur Her ste Hung von Thermitase durch Anzucht, 
Vorkultivierung und Kultivierung von Mikroorganistrien des 
Stammes Thermoactinomyces vulgaris und/oder seiner Mu-. 
tante - hinterlegt in der zentralen Stammsammlung der 
*DDR im Zentralinstitut fur Mikrobiologie und experi- 

• mentelle Therapie in Jena unter IMET 9512 und fur die 
Mutante IMET 95^5.- dadurch gekennzeichnet , daB man zur 
Vorkultivierung eine eingesetzte mit Sauerstoff gesat- 
tigte Mhrlosung mit Sporen beimpft und die Auskeimung 
im hermetisch verschlossenen GefaB bei Absinken des 
. Sauerstoffpartiaidruckes auf 20 bi.s 40 % des Sauerstoff- 

: partialdruckes bei Sattigung, vorzugsweise auf 30 %, : 
.vornimmt, den gewiinschten Sauerstoff partialdruck bis 
zur vollstandigen Auskeimung der Sporen" durch Einleiten 

' von Luft aufrecht erhalt, die Vorkultur danach in einen 
Fermentor mit dem Produktionsmedium iiberfiihrt und die 
Fermentation durchfiihrt, wobei man wahrend der Fermen- 
tation weitere Mengen von Nahrstoffen zufiihrt. 

2# Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet , daB man 
. im Produktionsmedium' Maisstarke , Maisquellwasser , 2)rok~. 
kenhefe, Magermilcbpulver , Natrium chlorid und Kalzium- 
chlorid einsetzt. 

3* Verfahren' nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet , 
daB man Star kehydroly sat und/oder Maisquellwasserbydro- 
' lysat einsetzt. 

4. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzei.chnet, daB man ■ 
den gewiinschten Sauerstoffpartialdruck im Vorkulturge- 
faB/.2 bis 4 h, vorzugsweise 2 h, be±behalt« 

5* Verfahren nach Punkt 1 und -2, dadurch gekennzeichnet , 
daB man wahrend der Fermentation Maisstarke Oder Starke- 
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hydro ly sate und/oder Maisquellwasser oder Maisquell- 
wasserhydrolysate in einer solchen Menge zufiihrt, die 
dem Doppelten bis 1 ,5f achen der Menge des Ausgangsnabr 
medium entspricht. * * 

6* Verfahren nach Punkt 1 bis 3* dadurcb gekermzeichnet , 
daB man die Nahrstoffe kontinuierlich oder in Etappen 
• zufuhrt, wobei man 2 bis 6 h, vorzugsweise 2 h, nach 
tJberfuhrung der Vorkultur in den Fermentor begizrat. 
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